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NOUVEAUX COMPOSES PHOSPHOEPOXYDES, PROCEDE DE 
FABRICATION ET APPLICATIONS. 

L'invention concerne de nouveaux composes 
phosphoepoxydes, leur precede de fabrication et leurs applications pour la 
stimulation des lymphocytes Ty952 porteurs de recepteurs TCR a regions 
variables Vy9 et V82. 

Les lymphocytes Ty5 des primates pr6sents dans le sang 
peripherique (humains, singes) represented, chez l'individu sain, habituellement 
de 1 a 5% des lymphocytes du sang et jouent un rdle dans le systeme 
immunitaire. H a et6 demontre qu'ils reconnaissent leurs ligands antigeniques par 
une interaction directe avec l'antigene, sans presentation par les molecules du 
CMH d'une cellule presentatrice. Les lymphocytes Ty982 (parfois aussi designes 
lymphocytes Ty252) sont des lymphocytes Ty8 porteurs de recepteurs TCR a 
regions variables Vy9 et V52. lis representent la majority des lymphocytes Ty8 
dans le sang humain. 

Lorsqu'ils sont actives, les lymphocytes Ty8 exercent une 
puissante activite cytotoxique non restreinte par le CMH, particulierement 
efficace pour tuer divers types de cellules, notamment des cellules pathogenes. II 
peut s'agir de cellules infectees par des virus ("y8 T cell activation or anergy 
during infections : the role of nonpeptidic TCR ligands and HLA class I 
molecules" Fabrizio POCCIA et al, Journal of Leukocyte Biology, 62, 1997, p. 
1-5), ou par d'autres parasites intracellulaires tels que les mycobacteries ("The 
antituberculous Mycobacterium bovis BCG Vaccine is an attenuated 
Mycobacterial producer of phosphorylated nonpeptidic Antigens for human y8 T 
cells" Patricia CONSTANT et al, Infection and Immunity, vol. 63, n° 12, Dec. 
1995, p. 4628-4633) ; ou les protozoaires ("Plasmodium falciparum stimuli for 
human y8 T Cells are related to phosphorylated Antigens of mycobacteria" 
Charlotte BEHR et al, Infection and Immunity, Vol. 64, n° 8, 1996, p. 2892- 
2896). II peut aussi s'agir de cellules cancereuses ("CD94/NKG2 inhibitory 
receptor complex modulates both antiviral and antitumoral responses of 
polyclonal phosphoantigen-reactive Vy9 V52 T lymphocytes" Fabrizio POCCIA 




et al 9 Journal of Immunology, 159, p. 6009-6015 ; "Stimulation of y5 T cells by 
phosphoantigens" Jean-Jacques FOURNIE, Marc BONNEVILLE, Res. 
Immunol., 66 th FORUM IN IMMUNOLOGY, 147, P. 338-347). 

II a ete demontre que les lymphocytes Ty982 humains 

5 reagissent dans le cas d'une infection mycobacterienne a quatre molecules 
naturelles non peptidiques de structure phosphatee, designees phosphoantigenes, 
qui presentent une activite de stimulation pour une concentration de l'ordre de 1 a 
5 nM (nanomolaire) (WO-95/20673 et "Stimulation of human y5 T cells by 
nonpeptidic Mycobacterial ligands" Patricia CONSTANT et al y Science, 264, p. 

10 267-270). 

Ces antigenes naturels ne sont pas completement identifi6s. 
Certains auteurs les ont presentes, a tort, comme des derives alcenes du 
pyrophosphate, notamment l'isopentenyl pyrophosphate IPP (US-5 639 653 et 
"Natural and Synthetic nonpeptide antigens recognized by human y5 T cells", 

15 Yoshimasa TANAKA et al Nature, 375, 1995, p. 155-158). Neanmoins, il est 
maintenant demontre qu'aucun de ces prenylpyrophosphates n'est actif a une 
concentration de 1'ordre du nanomolaire. Les meilleurs resultats obtenus 
n'arrivent pas a demontrer une activite a moins de 3 \xM pour 1TPP, et a 0,3 jiM 
pour le dimethyl allyl-UTP et le 3-Methyl-2-hexene pyrophosphate. La 

20 concentration minimale d'activite de ces composes est done, au mieux, de l'ordre 
de 100 fois plus importante que celle des phosphoantigenes naturels. 

En ce qui concerne TIPP, il est a noter en particulier que les 
dernieres publications mentionnees ci-dessus commettent une erreur en deduisant 
la structure du radical isopentenyl a partir de la seule analyse du spectre de masse 

25 et de la mise en evidence d'une certaine bioactivite. En effet, outre le fait que le 
compose analyse dans les publications n'etait pas purifie et qu'un spectre de 
masse ne peut pas identifier des especes non chargees, on peut demontrer qu'il 
existe en fait plusieurs milliers de structures chimiques differentes pouvant avoir 
cette meme masse moleculaire et Stre un substituant du pyrophosphate dans ces 

30 molecules. 

Le fait que la concentration minimale d'activite de 1TPP soit 
beaucoup plus elevee (de l'ordre de 1000 fois) et que Tintensit6 des reponses 



lymphocytaires Ty982 obtenues soit beaucoup plus faible que celles des 
phosphoantigenes naturels demontre que 1'IPP n'est pas Tun de ces 
phosphoantigenes naturels ("A novel nucleotide-containing antigen for human 
blood y8 T lymphocytes", Y. Poquet et al, Eur. J. Immunol. 1996, 26, p. 2344- 

5 2349). Cela est d'ailleurs confirme par de nombreuses autres constatations : on ne 
trouve pas d'IPP en concentration suffisante dans les extraits mycobacteriens 
stimulant les lymphocytes Ty952 ; 1'IPP n f a pas les memes caracteristiques 
chromatographiques (HPAEC) selon : "High pH anion exchange 
chromatographic analysis of phosphorylated compounds : application to isolation 

10 and characterization of non peptide mycobacterial antigens", Y. Poquet et al 9 
Anal. Biochem, 243 n° 1, 1996, p. 119-126, que les phosphoantigenes naturels ; 
TIPP et les autres isoprenoides naturels sont produits par toutes les cellules 
vivantes, qui ne stimulent pourtant pas les lymphocytes Ty982. 

Par ailleurs, on sait que les substances dont la bioactivite 

15 est de l'ordre de ou superieure a 1 p.M ne sont que rarement compatibles avec les 
contraintes de rentabilite d'une exploitation a Techelle industrielle. Ainsi, les 
phosphoantigenes synthetiques proposes jusqu'a maintenant ne sont pas 
exploitables a Techelle industrielle dans des conditions economiques acceptables. 

Les phosphoantigenes naturels, quant a eux, ne peuvent 

20 etre produits qu'en tres faibles quantites (WO 95/20673), et leur structure 
chimique exacte restant encore indeterminee, il n'est pas possible de les produire 
par synthese. II n'est done pas non plus possible d'envisager une exploitation a 
Techelle industrielle dans des conditions economiques, malgre leur grand interet 
therapeutique demontre. 

25 L'invention vise done a proposer des nouveaux composes 

chimiques qui soient activateurs des lymphocytes Ty952 pour une concentration 
minimale d'activation inferieure a lOOnM, notamment de Tordre de lOnM. 

L'invention vise aussi a proposer des composes pouvant 
etre couples a un grand nombre de groupements organiques, notamment a des 

30 groupements peptidiques naturels ou synthetiques, de fa?on a permettre 
Tobtention de composes multifonctionnels. 



L'invention vise aussi a proposer un procede de fabrication 
de composes selon 1'invention. 

L'invention vise aussi a proposer des applications selon 
rinvention a titre d'activateurs des lymphocytes Ty982, et en particulier des 
5 applications therapeutiques des composes selon rinvention. 

L'invention vise aussi a proposer de tels composes dont la 
synthese est simple, quantitative et peu couteuse, c'est-a-dire compatible avec les 
contraintes economiques d'une production a l'echelle industrielle. 

L'invention vise aussi a ce titre a proposer vine voie de 
10 synthese avantageuse de ces composes. 

L'invention vise aussi a proposer un procede de fabrication 
de composes selon l'invention. 

L'invention vise aussi a proposer des applications des 
composes selon l'invention a titre d'activateur des lymphocytes Ty952, et en 
15 particulier des applications therapeutiques des composes selon l'invention. 

L'invention conceme done des composes comprenant au 
moins un groupement phosphoepoxyde de formule : 

CH 2 — O O O 

v / II II 

20 (1) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — 

I I 

cr o" 

Cat + Cat + 

25 ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3 ' 

Cat** represente un (ou des) cation(s) organique(s) ou mineral(aux) (y compris 
le proton) identiques ou differents dans le meme compose, 
et n est un nombre entier compris entre 2 et 20. 

Un compose selon l'invention peut comprendre notamment 
30 xm ou plusieurs groupement(s) epoxyde(s) choisi(s) parmi les esters des 
groupements suivants (nomenclature IUPAC), ou parmi les composes formes de 
ces groupements : 

3 ,4 epoxy-3 -methyl- 1 -butyl-diphosphate ; 3 ,4 epoxy-3-ethyl- 1 -butyl- 
diphosphate ; 4,5 epoxy-4-methyl-l-pentyl-diphosphate ; 4,5 epoxy-4-ethyl-l- 



pentyl-diphosphate ; 5,6 epoxy-5-methyl-l-hexyl-diphosphate ; 5,6 epoxy-5- 
ethyl-l-hexyl-diphosphate ; 6,7 epoxy-6-methyl-l-heptyl-diphosphate ; 6,7 
epoxy-6-ethyl-l-heptyl-diphosphate ; 7,8 epoxy-7-methyl-l-octyl- 
diphosphate ; 7,8 epoxy-7-ethyl-l-octyl-diphosphate ; 8,9 epoxy-8-methyl-l- 
nonyl-diphosphate ; 8,9 epoxy-8-ethyl-l-nonyl-diphosphate ; 9,10 epoxy-9- 
methyl-l-decyl-diphosphate ; 9,10 epoxy-9-ethyl-l-decyl-diphosphate ; 10,11 
epoxy- 10-methyl-l-undecyl-diphosphate ; 10,1 1 epoxy-10-ethyl-l- 
undecyl-diphosphate ; 11,12 epoxy- 11 -methyl- 1 -dodecyl-diphosphate ; 11,12 
epoxy- 1 1 -ethyl- 1 -dodecyl-diphosphate ; 12,13 epoxy- 1 2-methyl- 1 -tridecyl- 
diphosphate ; 12,13 epoxy- 1 2-ethyl- 1 -tridecyl-diphosphate ; 13,14 epoxy- 1 3- 
methyl-l-tetradecyl-diphosphate ; 13,14 epoxy-13-ethyl-l-tetradecyl- 
diphosphate ; 14,15 epoxy- 1 4-methyl- 1 -pentadecyl-diphosphate ; 14,15 epoxy- 
1 4-ethyl- 1 -pentadecyl-diphosphate ; 15,16 epoxy- 1 5-methyl- 1 -hexadecyl- 
diphosphate ; 15,16 epoxy- 1 5-methyl- 1 -hexadecyl-diphosphate ; 16,17 epoxy- 
1 6-methyl- 1 -heptadecyl-diphosphate ; 16,17 epoxy- 16-ethyl-l -heptadecyl- 
diphosphate ; 17,18 epoxy- 17-methyl-l-octadecyl-diphosphate ; 17,18 epoxy- 1 7- 
ethyl-l-octadecy 1-diphosphate ; 18,19 epoxy- 18-methyl-l -nonadecyl- 
diphosphate ; 18,19 epoxy- 1 8-ethyl- 1 -nonadecyl-diphosphate ; 19,20 epoxy- 19- 
methyl- 1 -eicosyl-diphosphate ; 1 9,20 epoxy- 1 9-ethyl- 1 -eicosyl-diphosphate ; 
20,21 epoxy-20-methyl-l-heneicosyl-diphosphate ; 20,21 epoxy-20-ethyl-l- 
heneicosyl-diphosphate ; 21,22 epoxy-2 1 -methyl- 1 -docosyl-diphosphate ; 21,22 
epoxy-2 1 -methyl- 1 -docosyl-diphosphate. 

L'invention conceme en particulier les composes 
phosphoepoxydes repondant a la formule suivante : 

CH 2 — O O O 

\ / II II 

(2) Rl — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — Cr Cat + 

I . I 

o* o- 

Cat + Cat + 

pour leur utilisation a titre de substances therapeutiquement actives; 

L'invention conceme aussi des nouveaux composes 
comprenant au moins un groupement phosphoepoxyde de formule : 




CH 2 — O O O O 

\ / II II II 

(3) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — 

5 III 

cr O" o- 

Cat + Cat* Cat* 

Parmi les nouveaux composes selon l'invention repondant a 
10 la fonnule (3), on peut citer les composes phosphoepoxydes de formule : 

CH 2 — O O O O 

\ / II II II 

(4) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P— O — P— O— 4> — 0"Cat + 

I I I 

15 cr cr cr 

Cat + Cat* Cat + 

et les composds phosphoepoxydes de formule : 

CH 2 — O O O O 

20 \ / II II II 

(5) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O— R2 

I II 

cr cr cr 

Cat + Cat" Cat* 

25 

ou R2 est un substituant organique ou mineral choisi dans le groupe forme : 
- des substituants qui n'empechent pas la formation de la fonction halohydrine 
OH 

30 X — CH 2 — C — a partir de la fonction alcene CH 2 = C 

Rl Rl 

et de l'halogene X 2 en presence d'eau ; 
35 - des substituants pour lesquels il existe un compos6 R2-0-Y non reactif sur la 
fonction halohydrine du compost de formule : 

OH O O O 

.1 II II II 

(12) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — OCat + 

40 | III 

Rl OCat + OCat + OCat + 

et choisi pour que R2-0-Y puisse reagir sur le phosphate terminal de ce compose 
(12) pour obtenir le compost de formule (-15) : 




OH O O O 

I II II II 

(15) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O— P — O — R2 

I III 
5 Rl 0"Cat + OCat + OCat + 

- et des substituants pour lesquels il existe un compose R2-0-PPP, ou PPP 
symbolise le groupement triphosphate. 

Avantageusement, lesdits composes selon l'invention sont 

10 caracterises en ce que n = 2 et Rl est CH3. 

Les composes selon Tmvention comprennent 
avantageusement en outre au moins un groupement choisi dans le groupe forme 
des derives des nucleosides, des oligonucleotides, des acides nucleiques (ARN, 
ADN), des acides amines, des peptides, des proteines, des monosaccharides, des 

15 oligosaccharides, des polysaccharides, des acides gras, des lipides simples, des 
lipides complexes, de 1'acide folique, de 1'acide tetrahydrofolique, des acides 
phosphoriques, de l'inositol, des vitamines, des co-enzymes, des flavonoides, des 
aldehydes, des halohydrines, et des epoxydes. 

En particulier, l'invention s'etend aux composes 

20 phosphoepoxydes selon la formule (5) ci-dessus dans lesquels R2 est en outre 
choisi dans le groupe forme des derives des nucleosides, des oligonucleotides, 
des acides nucleiques (ARN, ADN), des acides amines, des peptides, des 
proteines, des monosaccharides, des oligosaccharides, des polysaccharides, des 
acides gras, des lipides simples, des lipides complexes, de 1'acide folique, de 

25 1'acide tetrahydrofolique, des acides phosphoriques, de l'inositol, des vitamines, 
des co-enzymes, des flavonoides, des aldehydes, des halohydrines, des 
phosphoepoxydes selon la formule (1), et des epoxydes. 

L'invention s'etend aussi aux composes dont la structure 
incorpore plusieurs groupements conformes a la formule (1), identiques ou 

30 differents, par exemple des monomeres, polymeres, oligomeres ou dendrimeres, 
ou plus generalement des molecules a plusieurs branches phosphatees conformes 
a la formule (1). 



10 




II est a noter que les composes selbn l'invention sont des 
esters (monoesters ou diesters) d f acide phosphorique (ce terme englobant les 
acides ou le phosphore est au degre d'oxydation V, a savoir l'acide 
orthophosphorique, l'acide pyrophosphorique, l'acide metaphosphorique, l'acide 
triphosphorique, les autres acides polyphosphoriques). 

L f invention s'etend a un procede de fabrication des 
composes selon Tinvention. Ce procede est caracterise en ce que : 

- on prepare tout d'abord un compose intermediaire 
comprenant au moins un groupement phosphohalohydrine de formule : 



OH O O 

I II II 

(6) X — CH 2 — C— (CH 2 ) n — O — P — O — P — 

I I I 

15 Rl OCat + OCat + 

ou X est un halogene choisi parmi l'iode, le brome et le 

chlore. 

- on fait reagir le compose inteimediaire avec un milieu 
20 generateur d'hydroxydes pour transformer les fonctions halohydrines du compose 
intermediaire en fonctions epoxydes. 

Avantageusement et selon Tinvention pour preparer ledit 
compose intermediaire, on fait reagir Thalogene X 2 en presence d'eau avec un 
compose de depart comprenant au moins un groupement alcene phosphate de 
25 formule : 

O O 

II II 

(7) CH 2 =C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — 

I I I 

30 Rl 0'Cat + 0"Cat + 

Avantageusement et selon Tinvention, on fait reagir un sel 
forme dudit compose de depart en milieu aqueux ou hydroalcooUque, a pH 
neutre, a une temperature inferieure a 30°C, par melange avec une solution 
35 aqueuse de Thalogene X 2 . Avantageusement et selon l'invention, on effectue la 



reaction sous pression atmospherique a une temperature comprise entre 0°C et 
25°C. 

Les compos6s de depart peuvent etre eux-memes obtenus a 

partir de l'alcool : 

CH 2 

II 

(16) Rl — C — (CH 2 ) n — OH 
Avantageusement et selon rinvention, le compose de depart 
est un sel de formule : 

O O 

II IE 

(9) CH 2 =C — (CH 2 ) n — O — P — O — P— OCat + 

I I I 

Rl OCat + O'Cat 1 " 

On obtient alors le compose intermediaire 
pyrophosphohalohydrine selon la formule : 

OH O O 

I II II 

(10) X— CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — OCat + 

I I I 

Rl OCat + O" Cat + 

Un exemple de schema reactionnel complet d'obtention du 

compose intermediaire (10) a partir de l'alcool (16) est le suivant : 

CH 2 

II 

(16) Rl — C — (CH 2 ) n — OH 



CH 2 CH 2 

H TsCl, 4-DMAP II 

Rl— C-tCH 2 tOH ► Rl — C-(CH 2 )-OTs 

dichlorom&thane 

(16) (8) 

CH 2 (Bu 4 N"')3 Hp 207 CH 2 

M ^ 2 equivalents R C_/m UHPP 

Rl — C-{CH 2 )-OTs *- K l — t -— (CH 2 > 5 -OPP 

n acetonitrile 



10 



CH 2 

Ri— C-(CH 2 )70PP 



CH 2 X 



X 2 , H 2 0 



milieu aqueux 
pH neutre, 0*25 °C 



Ri— C— (CH 2 )^OPP 
OH 



(9) 



(10) 



ou TsCl est le chlorure de tosyle, 
4-DMAP est le 4-dimethylaminopyridine, 
BU4 N+ est le t6trabutylammonium, 

(Bu 4 N+)3En > 2 0 7 est le tris (tetra n-butylanunoxiium) 

hydrogenopyrophosphate, 

PP symbolise le groupement pyrophosphate. 



de Talcool (16) peuvent etre effectuees comme d^crit par : DAVISSON V.J. et ah 
"Phosphorylation of Isoprenoid Alcohols" J, Org. Chem 1986, 51,4768-4779, et 
DAVISSON VJ. et aL "Synthesis of Allylic and Homoallylic Isoprenoid 
Pyrophosphates" Methods in Enzymology, 1984, 110, 130-144. 



compose selon l'invention de formule (2) selon le schema suivant : 



Les reactions permettant 



d'obtenir le compose (9) a partir 



A partir du compose intermediaire (10), on obtient le 



Rl— C— (CH 2 )5-OPP 

OH 
(10) 



CH 2 X 



OH milieu basique 



9 * 25 "C 



CH2 — O 
\ / 

Ri — C— (CH 2 )rOPP 



(2) 



Avantageusement et selon l'invention, le compose de depart 
est un sel de formule : 



15 



20 



25 



11 



o o o 

II II II 

(11) CH 2 =C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — OCat + 
5 I I I + I + 

Rl O'Cat OCat + OCat 

On obtient alors le compose intennediaire 
triphosphohalohydrine selon la formule : 

10 OH O O O 

I II II II 

(12) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P— OCat + 

I III 
Rl OCat* OCat + 0"Cat + 



On obtient ensuite le compose triphosphoepoxyde (4) selon 

l'invention. 

Un exemple de schema reactionnel complet d'obtention du 
compost (4) selon l'invention a partir de l'alcool (16) est le suivant : 



CH 2 (Bu4N + )4HP 3 O I0 CH 2 

II £ 2 equivalents ^ ^ jj, , _ _ 

Rl — C-<CH 2 Vr-OTs .. +~ Rl — C— (CH 2 )r-OPPP 

* v ^'n acetonitrile x 

(8) (11) 



CH 2 CH 2 X 

II X 2 , H2O I 

Rl — C— <CH 2 YtOPPP +~ Rl— C— (CH 2 )^OPPP 

n pH neutre 0 z 25 °C « 

OH 

(11) (12) 

30 oil PPP est le groupement triphosphate, 

(Bxi 4 N + ) 4 HP30io est le tetrakis (tetra n-butylammonium) 
hydrogenotriphosphate. Le compose (8) est obtenu a partir de l'alcool (16) 
comme indique precedemment. 
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A partir du compose intermediaire (12), on obtient le 
compose triphosphoepoxyde selon Tinvention de formule (4) selon le schema 
suivant : 



CHzX CH2 — O 

I OH", milieu basique \ / 

Ri—C-(CH.fc-OPPP ► Ri— C— (CHzfc-OPPP 

| 7 6 *25 °C 

OH 

(12) (4) 



Pour preparer un compose phosphoepoxyde selon 
1'invention conforme a la formule (5), plusieurs variantes sont possibles. 

Dans une premiere variante, on prepare tout d'abord un 
compost interm6diaire phosphohalohydrine de formule : 

OH O O O 

I II II II 

(15) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O — R2 

I ill 
Rl OCat + OCat + OCat + 

Ainsi, on obtient le compose (5) selon la reaction suivante : 

CH2X CH 2 — O 

1 OH pH^9 \ / 

Rl— C-(CH 2 )TOPPP DR 2 —-f ► Rl _c-<CH 2 >-OPPP-0-R 2 

I e J? 25 °c n 

OH 

(15) (5) 

Pour ce faire, on peut effectuer le procede tel que 
mentionn6 ci-dessus (reaction de X 2 en presence d'eau sur une fonction alcene 
phosphatee) en prenant, a titre de compose de depart, un sel de formule : 

OOO 

II II II 

(14) CH 2 = C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P— O — R2 

I III 

Rl OCat + OCat + OCat + 
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ou R2 est un substituant organique ou mineral adapte pour ne pas empecher la 
formation de la fonction halohydrine 
OH 

5 X — CH 2 — C — a partir de la fonction alcene CH 2 = C 

I I 
Rl Rl 

et de lTialogene X 2 en presence d'eau. 
10 Le compose de depart (14) peut lui-meme etre prepare 

selon Tun des schemas reactiomiels suivants : 

- Schema reactionnel 1 : 

CH 2 CH 2 

II R2-O-TS II 
Rl — C-(CH 2 Y-OPPP ► Rl — C-(CH 2 y-OPPP-0"R2 

(11) (14) 

15 

ou Ts est le tosyle. 

Le compose (11) peut etre obtenu comme indique 
precedemment a partir de 1'alcool (16) et du compose intermediaire (8). La 
reaction permettant d'obtenir le compose (14) a partir du compose (1 1) peut etre 
20 effectuee dans des conditions semblables a celles decrites dans les publications 
DAVISSON V. J. et al Ce schema peut etre utilise lorsque R2-0-Ts est 
commercialement disponible. 

- Schema reactionnel 2 : 

CH 2 R 2 -0-PPP, CH 2 

II seldeBu4N + " 
Rl— C^(CH 2 >-OTs :-— ► Rl— C -(CH 2 V- OPPP -0-R 2 
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(8) (14) 



Le compost intermediaire (8) peut etre obtenu comme 
30 indique precedemment a partir de Talcool (16). La reaction permettant d'obtenir 
le compost (14) a partir du compost (8) peut etre effectuee dans des conditions 
semblables a celles decrites dans les publications DAVISSON VJ. et aL Ce 
schema peut etre utilise lorsque R2-0-PPP est commercialement disponible. 

- Schema reactionnel 3 : 
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carbodiimide P 

R__0-PPP ► R 2 -0-P^ I 

sel de DMF/MeOH P 

trtethylammonium 

trim&aphosphate 

CH 2 CH 2 
II . P triethylamine II 
Rl— C^CHz^OH + R^O-P^ — — ► Ri-C-<CH 2 )^ OPPP-0-R 2 

(16) trimetaphosphate (14) 

ou DMF est le dimethylfortnamide, 
MeOH est le methanol. 

Ce schema reactionnel peut etre mis en oeuvre dans des 
conditions similaires a celles decrites dans D.G. KNORRE et al "General method 
for the synthesis of ATP gamma derivatives" Febs LETTERS, 1976, 70, 105- 
108. 

Ce schema reactionnel n'est pas utilisable lorsque R2 
comporte une fonction reactive au carbodiimide (carboxylate, triphosphate...). 
Elle est par contre avantageuse lorsque R2-0-PPP est commercialement 
disponible. 

Dans le cas particulier ou R2- est lui-meme un groupement 

epoxyde de formule : 

CH2 — O 

\ / 

(18) Rl— C — (CH 2 ) n — 



on peut utiliser le schema reactionnel suivant : 



CH 2 
II 



Rl— C-(CH 2 )70Ts 
(8) 



15 



(8) 



(BuiN f )4HP3Ol0 
0,5 equivalen^ 

acetonitrile 



(14') 



X2.H20 



milieu aqueux 
pH~7, 0<25°C 



CH 2 
II 



CH 2 
II 



Rl— C -<CH 2 )70PPPO-<CH2)7C — Ri 



(14') 



CH 2 X 



CH 2 X 



Rl— C -(CHz^OPPPO-tCHzJj-C — Ri 



OH 



(15') 



OH 



oh- , ci r/ ci r/ 

(15') > Ri— C -(CH 2 J7 OPPPO -XCH 2 JZ C — Ri 

p#>P, 9<25°C 

(5') 

Le compose (5 f ) est un cas particulier de compose (5) selon 

rinvention. 

II est a noter que dans toutes ces reactions, racetonitrile 
peut etre remplace par tout autre solvant dipolaire aprotique (dimethylformamide 
DMF, dimethylsulfoxyde DMSO . . 

II est a noter qu'a la place du compose intermediaire (8) 

pour la preparation des composes (2), (4) et (5 1 ), et dans le cas ou n * 2 on peut 

aussi utiliser le compose chlorure ou bromure correspondant de formule : 

CH 2 
II 

(19) Rl — C — (CH 2 ) n — A 
ou A est le chlore ou le brome. 

Les alcools (16) sont commercialement disponibles ou 
peuvent etre ais6ment obtenus par une reaction de Grignard bien connue entre un 
organomagnesien d'alcenyle et le formaldehyde ou 1'oxyde d f ethylene. 

Dans une deuxieme variante, pour preparer le compose 
"intennediaire (13), dans certains cas, on pourrait taire reagir le compose 
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triphosphohalohydrine intermediaire de formule (12), a partir d'un sel soluble en 
milieu organique tel qu'un sel de Bu 4 N+, dans une etape ulterieure avec un 
compose R2-0-Y, ou -O-Y est un groupement part ant et R2 est un substituant 
organique ou mineral choisis pour que R2-0-Y puisse former, par reaction sur le 
compose (12), le compose intermediaire de formule (15). 

Pour pouvoir former ainsi le compose intermediaire selon 
la formule (15), le compose R2-0-Y ne doit notamment pas etre reactif sur la 
fonction halohydrine : 

OH 

X — CH 

Rl 

En outre, R2-0-Y doit reagir sur le phosphate terminal du compose (12) pour 

15 former le compose (15). 

La reaction du compose de formule (12) sur R2-0-Y est 
une substitution nucleophile. Cette reaction est en particulier possible et 
avantageuse pour R2 choisi dans le groupe forme des alkyles et des alcenes. Y 
est choisi de telle sorte que R2-0-Y puisse dormer le compose (15) par 

20 substitution nucleophile. Y est par exemple choisi parmi le tosyle, le brosyle et le 
triflyle. 

Cette deuxieme variante permet ensuite de preparer le 
compose phosphoepoxyde selon Tinvention de formule (5) en faisant reagir le 
compose intermediaire (15) en milieu aqueux basique pour transformer les 
25 fonctions halohydrine du compose intermediaire (15) en fonctions epoxydes 
comme indique ci-dessus. 

Dans une troisieme variante, on peut preparer le compose 
phosphoepoxyde selon l'invention, sans passer par le compose intermediaire (15), 
a partir de l'alcool (16) selon le schema reactionnel suivant : 

30 

CH 2 acide CH2— O 

II m-chloroperbenzoique \ / 

Rl— C -(CH 2 )r OH ► Rl— C -(CH 2 )5- OH 

n chloroforme 

(16) (20) 
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CH 2 — O CH 2 — O 

\ / TsCl,4-DMAP \ / 

Ri— C -(CHiV OH ► Rl— C — (CH^ OTs 

dichloromethane 

(20) (13) 



CH.2 — O R2-0-PPP, CH2-O 

\ / seldeBu 4N + ^ ' 

Rl -C-<CH 2 )^OTs — — -Ri-C-tCH 2)7 OPPP -0-R 2 

(13) (5) 



Cette troisieme variante est notamment avantageuse 
lorsque R2-0-PPP est commercialement disponible ou lorsque la preparation du 
compose intermediaire phosphohalohydrine (15) n'est pas possible. 

Cette reaction consistant a transformer la fonction alcene 
15 en fonction epoxyde peut etre effectuee comme indique par G.M. RUBOTTOM 
et aL, Org. Synth. Coll. Vol. 7, p 282 (1990), Wiley. 

Ce schema reactionnel peut etre aussi utilise pour obtenir 
directement les composes monoesters (2) et (4) selon I'invention. Neanmoins, 
avec ces composes monoesters, la fabrication a partir des composes 
20 intermediaires phosphohalohydrines est en general plus rapide, plus quantitative, 
et plus facile a mettre en ceuvre. 

Dans une quatrieme variante, on utilise le schema 

reactionnel suivant : 

carbodiimide ^P 

R2-O-PPP ► R 2 -0-P. I 

sel de DMF/MeOH P 

25 trtethylammonium 

trimetaphosphate 

CH 2 — O Ci ^\~P 

\ / ^ P triSthylamine ^ / 

Rl— C -(CH 2 )S- OH + R2- O - P ^ \ *~ Rl— C -(CH 2 )^ OPPP "0-R 2 

30 (20) trimetaphosphate (5) 
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Cette reaction peut etre effectuee dans les conditions 
decrites par D.G. KNORRE et al "General method for the synthesis of ATP 
gamma derivatives" Febs letters, 1976, 70, 105-108. 

Ainsi, un compose selon Tinvention peut etre bifonctionnel 

5 ou multifonctionnel. La(les) fonction(s) phosphoepoxyde(s) procure(nt) la 
propriete antigenique vis-a-vis des lymphocytes Ty952, et R2 ou les autres 
groupements fonctionnels du compose peuvent presenter d'autres proprietes, 
notamment therapeutiques. 

Dans le cas d'un compose selon l'invention ayant plusieurs 

10 groupements phosphoepoxydes conformes a la formule (1), il suffit soit de partir 
d'un compose de depart ayant le nombre correspondant de groupements alcenes 
phosphates de formule (7) et la structure chimique correspondante (premiere 
variante), soit d'utiliser le compose de formule (12) et de le faire reagir avec un 
compose intermediate R2-0-Y ayant le nombre correspondant de fonctions 

15 -O-Y (deuxieme variante), soit d'utiliser un compose R2-0-PPP incorporant deja 
d'autres fonctions epoxydes (troisieme et quatrieme variantes). 

L'invention s'etend egalement aux utilisations des 
composes selon Tinvention a titre d'activateur des lymphocytes Ty982 des 
primates, notamment a titre d'activateur de la proliferation et/ou de Tactivite 

20 cytotoxique et/ou de la production de substance(s) mediatrice(s) des lymphocytes 
Ty982 des primates a recepteurs TCR comprenant les regions variables Vy9 et 
V52. 

L'invention s'etend aussi aux applications des composes 
selon Tinvention pour le traitement de cellules sensibles aux lymphocytes Ty952 

25 des primates, dans un milieu naturel ou artificiel pouvant contenir des 
lymphocytes Ty982, dans lequel lesdites cellules peuvent etre mises en contact 
avec ces lymphocytes Ty952, et qui est compatible avec les composes selon 
Tinvention (c'est-a-dire n'est pas susceptible d'en provoquer la degradation au 
moins dans certaines conditions du traitement). 

30 Par "cellule sensible aux lymphocytes Ty952", on entend 

toute cellule sujette a Tactivit6 effectrice induite des lymphocytes Ty982 (mort 




cellulan-e ; reception 3e cytoEbe felargiiee par les l^phocytes Ty982 (TNF-a, 




INF-y...) ; eventuellement proliferation cellulaire induite par les lymphocytes 
Ty982). 

L'invention s'etend done a un procede d ! activation des 
lymphocytes Ty952 -notamment a un procede d'activation de la proliferation des 
lymphocytes Ty982 et/ou de Tactivite cytotoxique des lymphocytes Ty952 et/ou 
de la production de substance(s) mediatrice(s) par les lymphocytes Ty982- dans 
lequel on met ces lymphocytes Ty952 au contact d'au moins un compose selon 
Tinvention dans un milieu contenant des lymphocytes Ty982 compatible avec la 
croissance lymphocytaire T. 

Plus particulierement, Tinvention s'etend aux applications 
des composes selon Tinvention a titre therapeutique pour le traitement curatif ou 
preventif des pathologies produisant des cellules sensibles aux lymphocytes 
Ty9S2 des primates dans un milieu pouvant contenir ces lymphocytes Ty952 et 
dans lequel ces cellules peuvent etre mises au contact des lymphocytes Ty952. 

Avantageusement et selon Tinvention, on utilise au moins 
un compose selon Tinvention a une concentration dans le milieu qui procure une 
activation de la proliferation polyclonale des lymphocytes Ty952. Ce milieu peut 
etre choisi parmi le sang humain, le sang d'un primate non humain, les extraits de 
sang humain, et les extraits de sang d'un primate non humain. 

Ledit milieu peut etre extracorporel, ledit procede 
d'activation selon Tinvention etant alors un traitement cellulaire extracorporel, 
pouvant notamment servir en laboratoire, par ekemple pour Tetude des 
lymphocytes Ty952 ou de leurs proprietes. 

Ledit milieu peut etre aussi intracorporel, Tactivation des 
lymphocytes Ty952 ayant alors une utilite therapeutique. 

Plus particulierement, ledit milieu est le sang peripherique 
d'un primate. L'invention s'etend done en particulier a un procede d'activation des 
lymphocytes Ty982 du sang peripherique d'un primate -notamment de lliomme- 
dans lequel on administre une quantite apte a activer les lymphocytes Ty9S2 d'au 
moins un compose selon Tinvention. On administre done au moins un compos6 
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selon l'invention par voie generate -notamment parenterale dans le sang 
peripherique-. 

Ledit milieu peut aussi etre un site cellulaire a traiter, et on 
administre au moins un compose selon l'invention directement au contact du site 

5 cellulaire a traiter (administration topique). 

L'invention s'etend ainsi en particulier aux applications 
therapeutiques des composes selon l'invention pour le traitement des pathologies 
des primates appartenant au groupe forme des cancers, des maladies infectieuses, 
notamment mycobacteriennes (lepre, tuberculose...) ; des parasitoses 

10 (paludisme. . .) ; des pathologies a syndrome d'immunodeficience (SIDA, ...). 
Selon Tinvention, on administre une composition therapeutique adaptee pour 
liberer dans le sang peripherique et/ou sur un site cellulaire a traiter une quantite 
d'au moins un compose selon Tinvention apte a activer les lymphocytes Ty962. 
En effet, il a ete demontre de fa9on generate dans Tart anterieur sus-cite qu'une 

15 composition ayant la propriete d'activer les lymphocytes Ty952 peut etre 
avantageusement utilisee pour le traitement de ces pathologies. 

De fa^on traditionnelle, dans tout le texte, les termes 
"therapie" ou "therapeutique" englobent non seulement les traitements curatifs ou 
les soins, mais egalement les traitements preventifs (prophylaxie) tels que la 

20 vaccination. En effet, en permettant Tactivation des lymphocytes Ty952, 
l'invention permet des traitements d'immimostimulation pouvant etre avantageux 
aussi bien a titre prophylactique en empechant le developpement de cellules 
pathogenes sensibles aux lymphocytes Ty982, qu'a titre curatif en induisant la 
destruction de cellules pathogenes sensibles aux lymphocytes Ty952. 

25 L'invention s'etend ainsi a une composition therapeutique 

comprenant au moins un compose selon l'invention. Plus particulierement, 
l'invention concerne une composition therapeutique comprenant une quantite 
apte a etre administree a un primate -notamment au contact du sang peripherique 
ou par voie topique d'au moins un compose selon l'invention -notamment pour le 

30 traitement preventif ou curatif des pathologies sus-citees-. Une composition selon 
Tinvention peut etre une composition immunostimulante, ou un vaccin, les 
composes selon l'invention etant des antigenes activant les lymphocytes Ty952. 
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Jne composition therapeutique selon Tinvention peut etre 
preparee sous une forme galenique apte a etre administree par voie generate, 
notamment par voie parenterale directement dans le sang peripherique d'un 
primate, avec au moins un compose selon Tinvention en quantite adaptee pour 
5 activer les lymphocytes Ty952 et un ou plusieurs excipient(s) appropri6(s). 
Compte tenu de la tres faible valeur de la concentration active des composes 
selon Tinvention (de Tordre de 1 a 100 nM), une telle administration est 
envisageable sans risque de toxicite. 

Une composition therapeutique selon Tinvention peut aussi 
10 6tre preparee sous une forme galenique appropriee pour son administration 
topique, directement au contact des cellules sensibles aux lymphocytes Ty982. 

La forme galenique d'une composition therapeutique selon 
Tinvention est realisee selon la voie d'administration choisie, par les techniques 
traditionnelles de formulation galenique. La quantite et la concentration de 
15 compose(s) selon Tinvention, et la posologie sont determinees par reference aux 
traitements chimiotherapeutiques connus des maladies a traiter, compte tenu de la 
bioactivite des composes selon Tinvention vis-a-vis des lymphocytes Ty982, de 
Tindividu a traiter, de la maladie concernee et des effets biologiques recherch6s. 

Avantageusement et selon Tinvention, pour un compose 
20 bioactif a une concentration comprise entre lOnM et lOOnM, on administre par 
voie generate une quantite de compose(s) selon Tinvention comprise entre ljig et 
lOOOng -notamment entre lOjig et 100|xg- par kilogramme de poids du patient 

Par ailleurs, il a ete demontre in vitro que les composes 
selon Tinvention ne presentent aucune toxicite generate, meme pour des 
25 concentrations pouvant aller jusqu'a 100(iM, soit de Tordre de 10 4 fois la 
concentration bioactive. En outre, on sait que la categorie biochimique de 
molecules a laquelle les composes selon Tinvention appartiennent 
(phosphoesters) constitue une famille de composes metabolites rencontr6s dans 
toute cellule vivante. Les composes selon Tinvention ne presentent done pas 
30 d'autres effets toxiques que ceux induits par leur bioactivit6 sur les lymphocytes 
Ty982. 
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~bn outre, certains composes selon raiv 



in outre, certains composes selon raivention presentent un 
poids moleculaire suffisamment faible (notamment inferieur k 500) pour etre 
compatible avec leur elimination par voie renale et urinaire. 

Un exemple de formulation de composition th6rapeutique 
5 injectable selon Tinvention pour un primate de 1kg est le suivant : 50p,g de 3,4- 
epoxy-3-methyl-l -butyl diphosphate (Epox-PP) dilues dans 0,5ml de tampon 
phosphate sterile a pH 7 amenes a 37°C. 

On administre ainsi SOjug d'Epox-PP (compose de formule 
(2)) pour 1kg d'animal, correspondant a une concentration dans le sang circulant 
10 adapt6e pour etre superieure a la concentration bioactive de TEpox-PP (une 
concentration de lOOnM d'Epox-PP correspondant a environ 50ng/ml). 

II est k noter que les excipients ou autres additifs 
pharmaceutiquement acceptables traditionnellement utilises, sont chimiquement 
compatibles avec les composes selon Tinvention. 
15 Une composition therapeutique selon Tinvention peut aussi 

avantageusement comprendre un ou plusieurs autre(s) principe(s) actif(s), 
notamment pour procurer un effet synergique. En particulier, un compost selon 
Tinvention peut faire office d'adjuvant de vaccin. La composition therapeutique 
vaccinante selon Tinvention est alors formee d'une composition vaccinante 
20 connue a laquelle on rajoute une quantite de compose(s) selon Tinvention apte a 
activer les lymphocytes Ty952 qui non seulement pourront exercer directement 
leur activite anti-infectieuse, mais aussi activer les lymphocytes T effecteurs de 
la reponse vaccinale traditionnelle. 

Une composition therapeutique selon Tinvention peut aussi 
25 incorporer elle-meme des lymphocytes Ty952 de primates en culture dans un 
milieu compatible avec la croissance lymphocytaire T. Elle peut alors servir au 
traitement des primates, ou plus generalement des animaux vert6br6s avec 
lesquels Tadministration des lymphocytes T-y982 de primates peut etre effective 
dans des conditions de compatibility immunitaire vis-a-vis desdits lymphocytes 
30 Ty952 de primates. Une telle composition selon Tinvention peut etre administree 
par voie gdnerale, ou meme par voie topique, au contact des cellules cibles 
pathogenes, sensibles auxdits lymphocytes Ty952 de primates. 
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L'invention s'etend aussi a l'utilisation d'au moins un 
compose selon l'invention pour la fabrication d'une composition therapeutique 
selon l'invention, Plus particulierement, 1'invention porte sur l'utilisation d'au 
moins un compose selon l'invention pour la fabrication d'une composition 
5 therapeutique destinee au traitement preventif ou curatif d'une pathologie de 
lTiomme ou de l'animal vertebre produisant des cellules sensibles aux 
lymphocytes Ty982 des primates -notamment une pathologie selectionnee dans le 
groupe forme des cancers, des maladies infectieuses, des parasitoses et des 
pathologies a syndrome d'immunodeficience-. A ce titre, l'invention s'etend aussi 
10 a l'utilisation d'au moins un compose selon l'invention pour la fabrication d'une 
composition therapeutique destinee a etre administree -notamment au contact du 
sang peripherique ou par voie topique- a un primate -notamment a lTiomme- pour 
le traitement preventif ou curatif d'une pathologie telle que mentionnee ci-dessus. 

L'invention s'etend aussi a un precede de fabrication d'une 
15 composition -notamment une composition therapeutique- selon Tinvention ayant 
la propriete d'activer les lymphocytes Ty982, dans lequel on utilise au moins un 
compost selon l'invention. 

L'invention porte aussi sur un precede de fabrication d'une 
composition therapeutique destinee au traitement preventif ou curatif d'une 
20 pathologie de l'homme ou de l'animal vertebre produisant des cellules pathogenes 
sensibles aux lymphocytes Ty982 de primates, dans lequel on utilise au moins un 
compose selon l'invention. L'invention porte en particiilier sur un precede de 
fabrication d'une composition therapeutique destinee a etre administree - 
notamment au contact du sang peripherique ou par voie topique- a un primate 
25 pour le traitement preventif ou curatif d'une pathologie produisant des cellules 
sensibles aux lymphocytes Ty952 -notamment une pathologie appartenant au 
groupe mentionne ci-dessus-, dans lequel on utilise au moins un compose selon 
l'invention. 

Avantageusement et selon l'invention, dans un precede de 
30 fabrication selon l'invention, on met au moins un compose selon l'invention au 
contact d'un milieu contenant des lymphocytes Ty952 de primates, et compatible 
avec la croissance lymphocytaire T, en une quantite adaptee pour activer ces 
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lymphocytes Ty952 dans ce milieu. Avantageusement et selon l'invention, ledit 
milieu comprend une substance choisie parmi le sang des primates et les extraits 
de sang des primates. 

II est a noter que les composes selon l'invention sont 
5 dpoxydiques et ne correspondent pas aux phosphoantigenes naturels, notamment 
aux molecules dites Tubagl, Tubag2, Tubag3 et Tubag4 obtenues comme decrit 
par WO 95/20673. En effet, on demontre par exemple que ces phosphoantigenes 
naturels sont degrades par l'eau de brome ou par traitement au borohydrure de 
sodium en milieu aqueux basique, alors que les composes selon l'invention ne 

10 sont pas sensibles £ ces reactifs. Les composes selon l'invention ne sont done pas 
des antigenes naturels, mais sont des antigenes synthetiques activateurs des 
lymphocytes Ty982 a des concentrations du meme ordre, et avec une efficacite 
semblable voire meme superieure a celle des antigenes naturels. 

II est aussi a noter que, contrairement a l'etat de la 

15 technique tel qu'illustre par US-5639653 qui considerait que la presence d'un 
groupe alkyle ou alcene etait indispensable pour activer les lymphocytes Ty952 
humains, les inventeurs ont constate qu'en detruisant la liaison alcene en lui 
substituant un groupe epoxyde, une activation des lymphocytes Ty952 
extremement forte et a tres faible concentration est obtenue. En particulier, on 

20 constate que Teffet peut meme depasser celui des phosphoantigenes d'origine 
naturelle. 

D'autres caracteristiques, buts et avantages de Tinvention 
apparaissent a la lecture des exemples qui suivent donnes a titre non limitatifs 
xmiquement a des fins de comprehension, ainsi que des figures dans lesquelles : 
25 - la figure 1 est un graphe representant des resultats obtenus 

dans Texemple 5, 

- la figure 2 est un graphe representant des resultats obtenus 

dans l'exemple 6. 

EXEMPLE 1 : Fabrication du 3,4 epoxy-3-m6thyl-l -butyl- 
30 pyrophosphate (Epox-PP) 

Preparation du 3-methyl-3-butene-l-yl -tosylate (Isopentenyl tosylate) : 
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Dans un reacteur en verre equipe pour la manipulation sous 
atmosphere inerte et soigneusement seche, sont introduits sous agitation 
magnetique (2,32 mmoles - 442mg) de chlorure de tosyle et (2,55 mmoles - 312 
mg) de 4-(N,N-dimethylamino)pyridine dans 5 ml de dichloromethane anhydre. 
5 A ce melange, on ajoute lentement a l'aide d'une seringue et par Pintermediaire 
d'un septum (2,32 mmoles - 200 mg) d'isopentenol en solution dans environ 1ml 
de dichloromethane. La reaction est suivie par chromatographic sur couche 
mince de silice (gel de silice 60 F-254 -eluant : pentane/acetate d'ethyle 85/15 
v/v - R f (produit) = 0,4 et R f (TsCl) = 0,5). Apres environ 3 heures d'agitation 
10 sous atmosphere d'azote on dilue le melange reactionnel dans un grand volume 
d'hexane (environ 100ml) ce qui entraine la formation immediate d'un precipite 
blanc. Le melange est ensuite filtre et le filtrat concentre par evaporation sous 
pression reduite. La solution est diluee avec du diethyl 6ther et filtr^e a nouveau. 
Apres evaporation du solvant, on obtient une huile jaun&tre. Le produit est purifie 
15 par chromatographic sur colonne preparatrice de silice (gel de silice 60 - eluant : 
pentane/acetate d'ethyle 85/15).(l,98 mmoles - 475 mg) de 3-methyl-3-butene-l- 
yl -tosylate (85 % en rendement isole) sont ainsi obtenus. Le compose (huile 
incolore) est stocke a +-4°C en milieu anhydre. 

Preparation du tris(tetra-n-butylammonium) hydrogenopyrophosphate : 
20 (4,5 mmoles - lg) de sel de disodimn 

dihydrogenopyrophosphate (Na 2 H 2 P20 7 ) sont dissoxas dans 10 ml d'eau deionisee 
froide prealablement ajustee a pH 9 par une solution d'ammoniaque lOmM. La 
solution estpassee sur une colonne contenant (19 milliequivalents - 4 g) de resine 
cationique DOWEX® 50-WX8 -200 (forme H^. La solution acide est eluee 
25 avec 15-20 ml d'eau deionis6e froide a pH 9. La solution collectee est 
immediatement titree a pH 7,3 par une solution aqueuse d'hydroxyde de t6tra-n- 
butylammonixim (B114NOH) a 40%. Apres lyophilisation on obtient 4 g de sel de 
tetra-n-butylammonium sous la forme d'un solide blanc hygroscopique. Le sel 
est dissout dans 10 ml d'acetonitrile anhydre. La solution est ensuite filtree puis 
30 sechee par evaporations successives du solvant sous pression reduite. On obtient 
ainsi une solution de tris(tetra-n-butylammonium) hydrogenopyrophosphate avec 
une puret6 egale a 98 % (resultat deduit de Panalyse par chromatographie 
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ionique - HPAEC). Le volume est ajuste afin d'obtenir une concentration en sel 
comprise entre 0,5 et 1M. La solution est stockee a -20 °C en milieu anhydre. 
Preparation du 3-methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (Isopentenyl 
Pyrophosphate) : 

5 Dans un reacteur en verre soigneusement seche, on 

introduit sous atmosphere d'azote 2,5 ml d'une solution de tris(tetra-n- 
butylammonium) hydrogenopyrophosphate a 0,7 M (1,75 mmoles) dans 
Tacetonitrile anhydre. Le reacteur est refroidi par un bain de glace puis on ajoute 
sous agitation magnetique et a l'aide d'une seringue (0,70 mmoles - 168 mg) de 

10 3-methyl-3-butene-l-yl -tosylate en solution dans un minimum d'acetonitrile (0,5 
- 1M). Apres introduction du tosylate, le bain de glace est retire puis la reaction 
est laissee sous agitation a temperature ambiante. L'avancement de la reaction est 
alors suivi par chromatographie ionique (HPAEC). Apres environ 3 heures, le 
solvant est evapore sous pression reduite et le milieu reactionnel redissout dans 3 

15 ml d'un melange eau /2-propanol 98/2 (v/v). La solution est passee sur une 
coloime contenant (19 milliequivalents - 4 g) de resine cationique DOWEX® 50- 
WX8 -200 (forme NI^^ puis eluee avec 10 ml du melange eau (pH 9)/2- 
propanol 98/2 (v/v). Apres lyophilisation, on recueille un solide blanc contenant 
le produit brut. 

20 Purification : 

Le pyrophosphate et les traces de monophosphate 
d'ammonium sont separes du milieu par co-precipitation en presence 
d'hydrogenocarbonate d'ammonium. On dissout le produit brut obtenu a T6tape 
precedente dans 4 ml d'hydrogenocarbonate d'ammonium 0,1 M que Ton 

25 transfere dans un tube a centrifugation de 25 ml. On traite alors la solution avec 
10 ml d'un melange acetonitrile/2-propanol 1/1 (v/v) en agitant vigoureusement 
le melange (vortex) pendant quelques minutes jusqu'a formation d'un precipite 
blanc. Le tube est ensuite centrifuge a 2000 tr/min a 10 °C pendant 5min. Le 
sumageant, dans lequel sont extraits les sels organiques, est conserve a +4°C. La 

30 procedure est renouvelee en redissolvant le precipite dans 3ml 
d'hydrogenocarbonate d'ammonium 0,1 M auxquels on ajoute 7 ml du m61ange 
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acetonitrile/2-propanol. Les deux surnageants sont regroupes et le solvant 
evapore sous vide. On obtient un liquide huileux que Ton conserve a +4°C. 

Le tosylate d 5 ammonium est separe du milieu reactionnel 
par extraction avec le solvant chloroforme/methanol 1/1 (v/v). Le liquide huileux 
5 de Fetape precedente est dissout dans 4 ml d'eau a pH 9 et traite avec 1ml de ce 
solvant par une procedure classique d' extraction repetee 3 fois. On elimine 
ensuite de la phase aqueuse les traces de solvant par evaporation sous pression 
reduite a 30 °C. On obtient sur la base de Tanalyse par chromatographic ionique 
(HPAEC) un rendement de 83 % en 3-methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (0,58 
10 mmoles - 172 mg). La solution est stockee a -20 °C. 

Le produit est purifie ulterieurement selon les besoins par 
chromatographic d'echange d'anions sur cartouches Sep-Pak® Accell® Plus 
QMA (Waters®) de 360 mg a lOg de phase adsorbante eluees successivement 
par des solutions aqueuses d'hydrogenocarbonate d'ammonium respectivement 
15 de 10 mM, 50 rnM puis 200 mM avec suivi chromatographique (HPAEC) des 
fractions eluees. Les fractions eluees a 200mM sbnt lyophilisees. 
Preparation du 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl pyrophosphate : 

(0,34 mmole - 100 mg) d'isopentenyl pyrophosphate (sel 
d'ammonium) en solution dans 2 ml d'eau deionisee de pH neutre sont traitees 
20 sous une hotte aspirante et a temperature ambiante par 1,9 ml (0,34 mmoles) de 
brome en solution aqueuse saturee (0,18 M). On observe une decoloration rapide 
de Teau de brome. La solution est placee 30 minutes a temperature ambiante, 
puis 30 minutes a +4 °C en effectuant periodiquement une agitation vigoureuse. 
On obtient quantitativement une solution de 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl 
25 pyrophosphate (0,33 mmoles - 130 mg) qui est stockee a -20 °C. 
Preparation du 3,4 epoxy-3 -methyl- 1-butyl-pyrophosphate : 

1 ml de la solution de 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl 
pyrophosphate (3,34 mg - 8,5 jimoles) obtenue a Tetape precedente est traite a 
temperature ambiante avec 1 ml d'une solution titree de soude Baker® a 100 
30 mM. La solution est agitee vigoureusement (vortex) pendant quelques minutes 
puis placee dans un bain de glace. La solution froide est ensuite passee sur une 
colonne contenant 2 a 3 g de resine cationique DOWEX® 50-WX8 -200 (forme 
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H*). La solution acide est eluee avec 5-10 ml d'eau deionisee froide a pH 9 et 
collectee dans un ballon contenant au moins 35 jimoles (0,35 ml) d'une solution 
d'ammoniaque a lOOmM. Apres lyophilisation de la solution (de pH neutre a 
legerement basique) on recupere (2,7 mg - 8,5 pinoles) de 3,4 epoxy-3-methyl-l- 
5 butyl-pyrophosphate (sel d'ammonium) que Ton dissout dans de l'eau deionisee 
sterile. La solution est stockee a -20 °C. 

EXEMPLE 2 : Fabrication du 3,4 epoxy-3 -methyl- 1-butyl- 
triphosphate (Epox-PPP) : 

Preparation du tetrakis(tetra-n-butylammonium) hydrogenotriphosphate : 

10 (2,1 mmoles - lg) de sel de pentasodium tripolyphosphate 

hexahydrate (Na 5 P 3 Oio.6H 2 0) sont dissous dans 10 ml d'eau deionisee froide 
prealablement ajustee a pH 9 par une solution d'ammoniaque lOmM. La solution 
est passee sur une colonne contenant (21 milliequivalents - 4,4 g) de resine 
cationique DOWEX® 50-WX8 (forme H*). La solution acide est eluee avec 20- 

15 25 ml d'eau deionisee froide a pH 9. La solution collectee est immediatement 
titree a pH 7,0 par une solution aqueuse d'hydroxyde de tetra-n-butylammoniurn 
(BU4NOH) a 40%. Apres lyophilisation on obtient 2,5g de sel de tetra-n- 
butylammonium sous la forme d'un solide blanc hygroscopique. Le sel est 
dissout dans 10 ml d'acetonitrile anhydre. La solution est ensuite filtree puis 

20 sechee par evaporations successives du solvant sous pression reduite. On obtient 
ainsi une solution de tetrakis(tetra-n-butylammonium) hydrogenotriphosphate 
avec une purete egale a 95 % (resultat deduit de l'analyse par chromatographic 
ionique - HPAEC). Le volume est ajuste afin d'obtenir une concentration en sel 
comprise entre 0,5 et 1M. La solution est stockee a -20 °C en milieu anhydre. 

25 Preparation du 3-methyl-3-butene-l-yl-triphosphate (isopentenyl Triphosphate): 

En suivant la procedure decrite pour la preparation du 3- 
methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (exemple 1), on fait reagir sous atmosphere 
d'azote 2 mmoles d'une solution molaire de tetrakis(tetra-n-butylammonium) 
hydrogenotriphosphate avec (1 mmole - 240mg) de 3-methyl-3-butene-l-yl- 

30 tosylate prepare selon Texemple 1 dans 4 ml d'acetonitrile anhydre pendant 24 
heures. En utilisant une procedure de purification par precipitation-extraction 
analogue a celle appliquee au 3-methyl-3-butene-l-yl-diphosphate, on obtient sur 
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la base de T analyse par chromatographic ionique (HPAEC) un rendemqnt de 74 
% en 3-methyl-3-butene-l-yl-triphosphate (0,74mmole - 292mg). Pour la 
preparation de phosphoepoxydes selon I'invention, dans le cadre de tests 
biologiques, on utilise une fraction du produit obtenu a ce stade que Ton purifie 
5 par HPAEC sur colonne IonPac® ASH en cumulant plusieurs passages 
chromatographiques. On prepare de cette maniere environ 2 ml d*une solution 
aqueuse millimolaire de pH neutre de 3-methyl-3-butene-l-yl-triphosphate sous 
forme de sel d' ammonium. 

Preparation du 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-triphosphate : 
10 500 nmoles (500 \x\ d'une solution millimolaire) 

d'isopentenyl triphosphate sont traitees a temperature ambiante par ajout de 500 
nmoles de brome en solution aqueuse saturee (2,8 \x\ d'eau de brome a 180 mM). 
On observe une decoloration quasi instantanee de 1'eau de brome. Apres 15 
minutes avec agitation periodique a temperature ambiante, le 3-(bromomethyl)-3- 
15 butanol-l-yl-triphosphate est genere quantitativement (500 jxM d'une solution 
millimolaire). 

Preparation du 3,4 epoxy-3 -methyl- 1-butyl-triphosphate : 

La solution obtenue a Petape precedente contenant 500 
nmoles de 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-triphosphate est injectee en plusieurs 

20 fractions dans un systeme d'HPAEC Dionex® selon "High pH anion exchange 
chromatographic analysis of phosphorylated compounds : application to isolation 
and characterization of non peptide mycobacterial antigens", Y, Poquet et al 9 
Anal. Biochem, 243 n° 1, 1996, p. 119-126. L f epoxyde est forme 
quantitativement a chaque passage chromatographique et collecte en presence 

25 d'hydroxyde ou d'hydrogenocarbonate d'ammonium. Les fractions collectees sont 
lyophilisees. On prepare de cette maniere environ 1 ml d'une solution aqueuse a 
500 jiM de 3,4 epoxy-3-methyl- 1-butyl-triphosphate que Ton stocke a - 20 °C. 

EXEMPLE 3 : Fabrication du a,y di-(3,4 epoxy-3-methyl- 
l-butyl)-triphosphate (di EpoxTP) : 

30 Preparation du a,y di-(3-methyl-3-butene-l-yl)-triphosphate : 

En suivant la procedure decrite pour la preparation du 3- 
methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (exemple 1), on fait reagir sous atmosphere 
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d'azote 0,5 mmoles d'une solution molaire de tetralds(telTa-n-butylammonium) 
hydrogenotriphosphate (prepare selon l'exemple 2) avec (1 mmole - 240 mg) de 
3-methyl-3-butene-l-yl-tosylate (prepare selon Pexemple 1) dans 4ml 
d'acetonitrile anhydre pendant 24 heures. En utilisant une procedure de 

5 purification par precipitation-extraction analogue a celle appliquee au 3-methyl- 
3-butene-l-yl-diphosphate, on obtient sur la base de Panalyse par 
chromatographic ionique (HPAEC) un rendement de 8 1 % en a,y di-(3-methyl-3- 
butene-l-yl)-triphosphate (0,4 mmoles - 178 mg). Pour la preparation de 
phosphohalohydrines dans le cadre de tests biologiques, on utilise une fraction du 

10 produit obtenu a ce stade que Ton purifie par HPAEC sur colonne IonPac® 
AS 11 en cumulant plusieurs passages chromatographiques. Avant chaque 
passage chromatographique et pour une meilleure isolation du produit, on 
effectue un traitement enzymatique a la phosphatase alcaline de la fraction a 
purifier pour degrader Fisopentenyl triphosphate, qui est un sous produit de la 

15 reaction. On prepare de cette maniere environ 1 ml d'une solution aqueuse 
millimolaire de pH neutre de a,y di-(3-methyl-3-butene-l-yl)-triphosphate sous 
forme de sel d' ammonium. 

Preparation du <x,y di- [3 -(bromomethyl)-3-butanol-l-yl] -triphosphate : 

250 nmoles (250 1 d'une solution millimolaire) de a,y di- 

20 (3-methyl-3-butene-l-yl)-triphosphate sont traitees a temperature ambiante par 
ajout de 250 nmoles de brome en solution aqueuse saturee (1,4 |nl d'eau de 
brome a 180 mM). On observe une decoloration quasi instantanee de Feau de 
brome. Apres 15 minutes avec agitation periodique a temperature ambiante, le 
produit a,y di-[3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl]«triphosphate est genere 

25 quantitativement (250 p,l d'ime solution millimolaire). 

Preparation du a,y di-(3,4 epoxy-3-methyl-l-butyl)-triphosphate : 

La solution obtenue a l'etape precedente contenant 250 
nmoles de ot,y di-[3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl]-triphosphate est inject^e en 
plusieurs fractions dans un systeme d'HPAEC Dionex® DX500 comme decrit 

30 dans Fexemple 2. On prepare de cette maniere environ 0,5 ml d'une solution 
aqueuse a 500 \iM de a,y di-[3,4 epoxy-3 -methyl- l-butyl]-triphosphate que l'on 
stockea-20°C. 




# 
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EXEMPLE 4 : Fabrication de l'uridine 5'-triphosphate y- 
(3,4 epoxy-3-methyl-l-butyl) (Epox-UTP) : 

Preparation de 1'uridine 5'-triphosphatey-(3-methyl-3-butene-l-yl) : 

Ce produit est prepare selon la procedure decrite par 

5 KNORRE D. C. et al. "General Method for the synthesis of ATP Gamma- 
derivatives" Febs Letters, 1976, 70-1, 105-108, a partir de 40 umoles d'uridine- 
5 '-triphosphate (UTP) (sel de triethylammonium) en presence d'un exces 
d'isopentenol. Pour la preparation de phosphepoxydes selon l'invention, dans le 
cadre de tests biologiques, une fraction du produit obtenu est purifie par HPAEC 

10 sur colonne IonPac ® AS1 1 en cumulant plusieurs passages chromatographiques. 
Avant chaque etape chromatographique et pour une meilleure isolation du 
produit, on effectue un traitement enzymatrique a la phosphatase alcaline de la 
fraction a purifier pour degrader les sous produits (UDP et UMP) et l'UTP 
n'ayant pas reagi. On prepare de cette maniere environ 500 (xl d'une solution 

15 aqueuse a 300 uM de pH neutre de l'uridine S'-triphosphate y-(3-methyl-3- 
butene-l-yl) sous forme de sel d'arnmonium. 

Preparation de ruridine 5*-triphosphate y-[3-(iodomethyl)-3-butanol- 1 -yl] : 

75 nmoles (250 ul d'une solution 300 uM) de ruridine S'- 
triphosphate y-3-methyl-3-butene-l-yl sous forme de sel d'arnmonium sont 

20 traitees en milieu aqueux de pH neutre par ajout de 108 ul d'eau iodee a 0,7 mM 
preparee selon l'exemple 2. La solution est laissee 20 minutes a temperature 
ambiante en effectuant periodiquement une agitation vigoureuse. Apres 
decoloration de l'eau iodee, le produit l'uridine 5'-triphosphate y-[3-(iodomethyl> 
3-butanol-l-yl] est genere quantitativement (environ 360 \il d'une solution a 200 

25 uM). 

Preparation de l'uridine 5*-triphosphate y- (3,4 epoxy-3-methyl-l -butyl) : 

La solution obtenue a l'etape pr6cedente contenant 75 
nmoles de Turidine 5'-triphosphate y-[3-(iodom6thyl)-3-butanol-l-yl] est injectee 
en plusieurs fractions dans un systeme d'HPAEC Dionex® DX500 comme d6crit 
30 dans l'exemple 2. On prepare de cette maniere environ 0,5 ml d'une solution 
aqueuse a 150 uM de ruridine 5'-triphosphate y-(3,4 epoxy-3 -methyl- 1 -butyl) 
que Ton stocke a - 20 °C. 
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EXEMPLE 5 : Mesure de l'activite antigenique par 
stimulation de la proliferation des lymphocytes Ty952 en culture. 

Dans une culture in vitro de 10 6 lymphocytes T totaux 
dans 1ml, separes a partir du sang d'un donneur humain sain adulte et contenant 
initialement de 1-5% de lymphocytes Ty952 en milieu de culture adequat (RPMI 
1640+10% de serum humain inactive et 50 U/ml d'interleukine 2 humaine (hCL- 
2), on rajoute 20 microlitres de solution aqueuse du compose selon 1'invention a 
tester amene a la concentration finale specifiee dans I'essai. Apres 4 jours de 
culture, on rajoute par millilitre de milieu de culture 50 U d'hIL-2. Apres huit 
jours les cellules sont enumerees, collectees, lavees par un tampon phosphate, et 
les cellules de type Ty952 sont revelees dans la culture par un marquage avec les 
reactifs commerciaux usuels (Anticorps monoclonaux fluoresceines) et leur 
proportion determinee par une analyse de cytometric en flux. On prend en 
compte soit le changement de la proportion, soit l'augrnentation numerique des 
cellules Ty982 dans des cultures en presence du compose selon 1'invention par 
rapport a des cultures exemptes de compose selon 1'invention. On represente le 
resultat de ces essais en tenant les courbes de ces valeurs (ordonnees figure 1) en 
fonction de la concentration en echelle logarithmique de compos6 selon 
1'invention mis en culture (abscisses figure 1). 

La figure 1 represente les resultats obtenus avec le compose 
selon Vinvention obtenu a Texemple 1 (Epox-PP), la ligne en pointilles 
representant un controle negatif (valeur obtenue en Tabsence de compose selon 
Tinvention). 

Le tableau suivant illustre les valeurs de DE50, dose 
efficace a 50 % de Teffet maximal ^amplification lymphocytaire polyclonale 
obtenu comme indique ci-dessus, avec TIPP (a titre comparatif), et avec 
differents composes selon Tinvention. 
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EXEMPLE 6 : Mesure de l'activite antigenique par 
stimulation de la cytotoxicite induite : 

5 On compare Tactivit6 cytotoxique specifique d'un clone de 

lymphocyte Ty982 mesuree selon le test de cytotoxicite induite, cette activite 
etant simulee avec des concentrations decroissantes du phosphoantigene Tubag3 
obtenu comme decrit par WO 95/20673 (courbe representee par des carres noirs 
figure 2), du compost Epox-PP selon Tinvention obtenu a l'exemple 1 (courbe 

10 representee par des ronds noirs figure 2), et de l'isopentenyl pyrophosphate IPP 
(courbe representee par des triangles noirs figure 2). 

On constate que le compose selon Tinvention de 
l'exemple 1 est actif a une concentration de Tordre de 20 nM alors que 1'IPP de 
Tart anterieur est actif a une concentration de l'ordre de 3 pM, soit 150 fois plus 

15 elevee. 

EXEMPLE 7 : Demonstration de la difference de structure 
entre un compose selon Tinvention epoxydique et les phosphoantigenes naturels 
Tubag mycobacteriens. 

On compare la bioactivite du compose selon Finvention 
20 Epox-PP (obtenu comme indiqu6 a l'exemple 1) a celle d f un stock de 
phosphoantigenes naturels Tubag obtenus comme d6crit par WO 95/20673. 
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La bioactivite est mesuree par un test de cytotoxicity 
induite comme decrit a l'exemple 6 par le compose a tester dilue de 1 :30 a partir 
de solutions des composes de 5 a IOjiM. 

Avant de mesurer la bioactivite, les composes sont soumis 
a un traitement chimique transitoire par contact avec Tun des reactifs suivants : 
NaI0 4 (5inM) ; NaBH 3 CN (lOmM, pH 7) ; KMn0 4 (ImM) ; eau de brome Br 2 , 
H2O (7mM), puis neutralisation du reactif. 

Le tableau suivant donne les resultats obtenus par plusieurs 
essais independants realises dans chaque cas. + indique la detection d'une activite 
sur les lymphocytes Ty982, - indique qu'aucune activite n'a pu etre detectee. 







Bioactivite apres traitement chimique : 




REACTIF 


aucun 


NaI0 4 Na BH3CN KMn0 4 


Br 2 ,H 2 0 






(5mM) (10mMpH7) (ImM) 


(7mM) 


Tubag 


+ 


+ + 




Epox-PP 


+ 


+ + + 


+ 



On constate que le traitement des phosphoantigenes 
naturels mycobacteriens Tubag par le KMn0 4 dilue ou par Peau de brome abroge 
completement leur bioactivite. Par contre les composes phosphoepoxides selon 
l'invention qui sont stimulants a des concentrations de l'ordre de 20 nM resistent 
a ces memes traitements chimiques, ce qui demontre la difference de structure 
chimique entre les composes synth6tiques selon l'invention et les Tubag d'origine 
naturelle* 
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REVENDICATIONS 
1/ - Composes comprenant au moins un groupement 
phosphoepoxyde de formule : 

CH 2 — O O O 

\ / II II 

(1) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — 

I I 
O" O" 
Cat + Cat + 

ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3 , 

Cat+ est un cation organique ou mineral, 

n est un nombre entier compris entre 2 et 20, 
pour leur utilisation a titre de substances therapeutiquement actives. 

21 - Composes phosphoepoxydes de formule : 

CH 2 — O O O 

\ / II II 

(2) Rl— C — (CHzV— O— P — O— P — OCat + 

I I 
O" cr 

Cat + Cat + 

ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH3, 

Cat + est un cation organique ou mineral, 

n est un nombre entier compris entre 2 et 20, 

pour leur utilisation a titre de substances therapeutiquement actives. 

3/ - Nouveaux composes comprenant au moins un 

groupement phosphoepoxyde de formule : 

CH 2 — O OOO 
\ / II II II 

(3) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — 

I I I 

cr cr O" 

Cat* Cat + Cat + 
ou Rl est choisi parmi — CH3 et — CH 2 — CH3 

Cat + est un cation organique ou mineral 

n est un nombre entier compris entre 2 et 20. 
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4/ - Nouveaux composes phosphoepoxydes selon la 

revendication 3 de fonnule : 

CH 2 — O O O O 

\ / II II II 

(4) Rl — C — (CH 2 )„— O — P — O — P-O-P — Cr Cat + 

I I I 

cr cr cr 

Cat + Cat + Cat + 

5/ - Nouveaux composes phosphoepoxydes selon la 
revendication 3, de formule : 

CH 2 — O O O O 

\ / II II II 

(5) Rl — C — (CH 2 ) n — O— P — O— P — O — P — O— R2 

I I I 

cr cr cr 

Cat + Cat + Cat* 

ou R2 est un substituant organique ou mineral choisi dans le groupe forme : 

- des substituants qui n'empechent pas la formation de la fonction halohydrine 

OH 

X — CH 2 — C — a partir de la fonction alcene CH 2 = C 

I I 
Rl Rl 

et de l'halogene^cT en presence d'eau ; 

- et des substituants pour lesquels il existe un compose R2-0-Y non reactif sur la 
fonction halohydrine du compose de formule : 

OH O O O 

I II II II 

(12) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O— P — O — P — OCat + 

I I + I + I + 

Rl 0"Cat OCat + OCat 

et choisi pour que R2-0-Y puisse reagir sur le phosphate terminal de ce compos6 

(12) pour obtenir le compos6 (15) : 

OH OO O 

I II II II 

(15) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O— R2 

I III 
Rl OCat + OCat* OCat + 
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et des substituants pour lesquels il existe un compose R2-0-PPP, ou PPP 
symbolise le groupement triphosphate. 

6/ - Composes selon l'une des revendications 1, 3 et 5, 
comprenant au moins un groupement choisi dans le groupe forme des derives des 
5 nucleosides, des oligonucleotides, des acides nucleiques (ARN, ADN), des 
acides amines, des peptides, des proteines, des monosaccharides, des 
oligosaccharides, des polysaccharides, des acides gras, des lipides simples, des 
lipides complexes, de l'acide folique, de l'acide tetrahydrofolique, des acides 
phosphoriques, de Tinositol, des vitamines, des co-enzymes, des flavonoides, des 
io aldehydes, des halohydrines, et des epoxydes. 

II - Composes selon les revendications 5 et 6, dans lesquels 
R2 est en outre choisi dans le groupe forme des derives des nucleosides, des 
oligonucleotides, des acides nucleiques (ARN, ADN), des acides amines, des 
peptides, des proteines, des monosaccharides, des oligosaccharides, des 
15 polysaccharides, des acides gras, des lipides simples, des lipides complexes, de 
l'acide folique, de l'acide tetrahydrofolique, des acides phosphoriques, de 
Tinositol, des vitamines, des co-enzymes, des flavonoides, des aldehydes, des 
halohydrines, des phosphoepoxydes selon la formule (1), et des epoxydes. 

8/ - Composes selon Tune des revendications 3 a 5 ou 7 
20 pour leur utilisation comme substance therapeutiquement actives. 

9/ - Composes selon Tune des revendications 1 a 8 pour 
leur utilisation comme agents activateurs des lymphocytes Ty952. 

10/ - Composes selon Tune des revendications 1 a 9 pour 
leur utilisation a titre d'antigenes des lymphocytes Ty952 dans une composition 
25 thdrapeutique -notamment une composition immunostimulante ou un vaccin pour 
les primates. 

11/- Precede de fabrication d'un compost comprenant au 
moms un groupement phosphoepoxyde de formule : 
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CH 2 — O O O 

\ / II II 

(1) Rl — C — (CH 2 ) n — O — P — O— P — 

I I 

O" cr 

Cat Cat + 

ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3> Cat* est un cation organique ou 
mineral, n est un nombre entier compris entre 2 et 20, caracterise en ce que : 

- on prepare tout d'abord un compose intermediaire 
comprenant au moins un groupement phosphohalohydrine de formule : 

OH O O 

I II II 

(6) X — CH 2 — C— (CH 2 )„ — O — P — O — P — 

I I I 

Rl 0"Cat + 0"Cat + 

ou X est un halogene choisi parmi I, Br, CI, 

- on fait reagir le compose intermediaire avec un milieu 
gendrateur d'hydroxydes pour transformer les fonctions halohydrines du compose 
intermediaire en fonctions epoxydes. 

12/ -Precede selon la revendication 11, caracterise en ce 
que pour preparer ledit compose intermediaire, on fait reagir llialogene ^C^)en 
presence d'eau avec un compose de depart comprenant au moins un groupement 
alcene phosphate de formule : 

O O 

II II 

(7) CH 2 = C— (CH 2 ) n — O — P — O — P — 

I I I 

Rl 0"Cat + OCat + 

13/- Procede selon Tune des revendications 11 et 12, 

caract6rise en ce qu'on fait reagir le compose intermediaire en milieu aqueux 

basique pour transformer les fonctions halohydrines du compose intermediaire en 

fonctions epoxydes. 

14/ - Procede de fabrication d'une composition ayant la 
propriete d'activer les lymphocytes Ty952, dans lequel on utilise au moins un 
compose selon Tune des revendications 1 a 7. 



# 
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15/ - Procede de fabrication d'une composition 
therapeutique destinee au traitement preventif ou curatif d'une pathologie 
produisant des cellules sensibles aux lymphocytes Ty952, dans lequel on utilise 
au moins un compose selon Tune des revendications 1 a 7. 
5 16/ -Procede de fabrication d'une composition 

therapeutique destinee a etre administree a un primate pour le traitement 
preventif ou curatif d'une pathologie produisant des cellules sensibles aux 
lymphocytes Ty982, dans lequel on utilise au moins un compose selon Tune des 
revendications 1 a 7. 

10 17/ Procede de fabrication d'une composition 

therapeutique destinee a etre administree a un primate pour le traitement 
preventif ou curatif d'une pathologie selectionnee dans le groupe forme des 
cancers, des maladies infectieuses, des parasitoses, et des pathologies a syndrome 
d'immunodeficience, dans lequel on utilise au moins un compose selon l'une des 

15 revendications 1 a 7. 

18/ - Procede selon Tune des revendications 14 a 17, dans 
lequel on met au moins un compose selon l'une des revendications 1 a 11 au 
contact d'un milieu contenant des lymphocytes Ty962 compatible avec la 
croissance lymphocytaire T, en une quantite adaptee pour activer les 
20 lymphocytes Ty982 dans ce milieu. 

19/ - Procede selon la revendication 18, dans lequel ledit 
milieu comprend une substance choisie parmi le sang des primates et les extraits 
de sang des primates. 

20/ - Procede d'activation extracorporelle de lymphocytes 
25 Ty9S2, dans lequel on met les lymphocytes Ty982 au contact d'au moins un 
compose tel que defini a l'une des revendications 1 a 7 dans un milieu 
extracorporel contenant les lymphocytes Ty982 compatible avec la croissance 
lymphocytaire T. 

21/ - Procede selon la revendication 20, dans lequel on 
30 utilise au moins un compost selon l'une des revendications 1 k 7 a une 
concentration dans le milieu qui procure une activation de la proliferation 
polyclonale des lymphocytes Ty952. 
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